ANTI-MRSA ACTIVITY OF BIFIDOBACTERIUM BREVE AND ITS PURIFICATION by 井上, 敦子
(236) 奈医誌. (]. Nara Med. As.) 45， 236~247 ， 1994 




ANTI-MRSA ACTIVITY OF BIFIDOBACTERIUM BREVE 
AND ITS PURIFICATION 
ATSUKO INOUE 
Dψarlment 01 Olorhinol，仰 yngology，Nara Medical Universi~ァ
Received March 30， 1994 
Abstract: The staphylococci， known to be members of the normal flora of the nose， 
are sometimes involved in chronic sinusitis. Recently， non-chemotherapeutic approaches 
have assumed importance in the treatment of chronic staphylococcal infections， since the 
rapid emergence of resistance to commonly-employed antimicrobial drugs has made it 
difficult to eradicate resistant staphylococci such as a methicillin resistant Staphylococcus 
aureus CMRSA) from the lesion. Thus， the present study was done to show the antimi-
crobial activity of B折dobacteriumbreve to MRSA isola:ted from a patient with chronic 
sinusitis. 
Using MRSA resistant to acidic condition， MRSA could not survive after day 1 in the 
culture supernatant of B. breve， but in the control of 0.01 M phosphate-buffered saline 
containing tryptic soy broth of which pH was adjusted to 4.3， growth of MRSA was not 
affected. This anti-MRSA activity by the culture supernatants of B. breve is active only in 
the acidic condition under pH 4.5. But using tryptic soy soft agar containing 1 % lactose， 
the activity was effective at pH 7.0. Purification of the active moiety from the culture 
supernatant of B. breve was done with ion exchange chromatography. Investigation of the 
main ingredient of the active moiety was done with the Anthron， Lowry， and Orcinol 
methods， and the absorption spectrum was calculated. The main component of the active 
moiety is considered to contain nucleotide and the molecular weight of the moiety will be 
around 8000. Our study is in progress to isolate the active moiety exhibiting anti-MRSA 
activity. 
Therefore it may be possible to apply this anti-MRSA activity of B. breve for clinical 
use in future. 
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かで約 8%を占める重要な疾患である 1) そして，嫌気性



























ス菌属の中の Bifidobacterium breve(以下B. breve)と
MRSAの混合培養で， MRSAのコロニー形成の発育阻





た死菌液を作成し，各々に 10μlのMRSA菌液(2x 10' 
cfu/m1)を接種し， 1 日間混合培養した.毎日培養液の 1
エーゼを Drigalski寒天平板培地に塗布し， 24時間培養









1) galacto oligo saccaride(以下 TOS) PBS: 21 










3) 10 % skim milk: 10 % skim milk 11中に
B. breve製剤の 50gを接種し，ボトノレ内の空気を CO2
に置換した状態で 72時間培養し， 6000 rpm， 30分間遠心
分離を 2回繰り返し，その上清を得た.
4)超音波破砕 B.breve製剤の 5gを20mlの0.01
M PBS(pH 4.3)に浮遊せしめ， 3000 rpm， 10分間遠心
分離し，その沈査を超音波で菌体破砕し，その後，再び
300 mlの0.01M PBS(pH 4.3)に溶解し， 6000 rpm， 20 
分間の遠心で得られた上清をさらに， 15000 rpm， 30分
間，遠心分離して菌体抽出液を得た.
MRSAとビフィズス菌を用いた. MRSAは慢性副鼻 4. pH測定法
腔炎患者鼻汁をウサギ血液寒天培地に塗布し得られた株 1)B目 breveの培養上清の経時的 pHをBECKMAN
を，さらに gradientplat巴法により，ストレプトマイシ 10 pH meterを用いて測定した.
ン〔以下 SM)にも耐性にした株①を 2と5の1)の実験 2)抗菌活性測定の際，乳酸およびリン酸2水素ナト
で用い，それ以後の実験ではpH4.3の酸性状態でも増 リウムにて反応液の pH調整を行なった.
殖可能な株②を作成して用いた. ピフィズス菌は，ヤク 5. 抗 MRSA活性の測定
ノレト社から提供された B.breveを用いた 1)B. breve培養上清の活性検索法
2. B. breveとMRSAの混合培養法 培養法 3の1)の B.b陀 ve培養上清1.8mlにTSB
10倍希釈trypticsoy broth(以下 TSB)添加 0.01M 200μlを添加し，計 2ml中に MRSA菌 液 2X 105 
phosphate buff巴redsaline(以下 PBS)，各 10ml中に cfu/mlC100μ1)を接種し，3TCで 24時間反応させた.そ
B. breve製剤の 1g(l x 10' cfu/g)を添加した生菌浮遊 の 10μlをSM添加 trypticsoy agar (以下 TSA)平板
液と，対照として同量の B.breveを60'C，30分間加熱し 培地に塗布し 24時間培養後， Fig.1の士見準に従い， TSA 
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Fig. 1. MRSA colony count for the judgement of Anti-MRSA activity 
十:10'-2， + + : 103-.，十十+: 105-6， + +十+: 107-8 
平板培地上の MRSAのコロニー数にて，定量的に活性







し， HIT ACHI 100-10 spectrophotometerにて，波長
260nmにおける吸光度を1.0士0.3に調整後，その 100
μlに， TSB 100μlを加え，計 200μl中に MRSA菌液
2 X 105 cfu/ml(20μ1)を接種し，3TCで24時間反応させ
た.その 10μlをSM添加 TSA平板培地に塗布し 24時
間培養後， Fig.1の規準に従い， TSA平板培地上の
MRSAのコロニー数にて，定量的に活性の判定を行なっ
た対照は， 0目01M PBS(pH 4.3)を用い，同量の TSB






び，対照として， pH 4.3とpH7.0に調整した 0.01M 
PBSを用いて上記の方法にて活性を検索した.
4)耐熱性
B. breve培養法 3の1)の培養上清につき， 60'C， 30分
間および 100'C，10分間加熱処理し，抗 MRSA活性を検
索した.また，-4'Cおよび 30'Cにて 2カ月間保存した
上清についても活性を検索した.対照として， 0.01 M 
PBS(pH 4ーのを用いて上記の方法で、活性を検索した.
5)沈査の分離
B. breve培養法1)の培養上清を YAMA TO RE-41 




照として， 0.01 M PBS(pH 4.3)を用いた.
6)イオン交換グロマトグラフィー
経時的に，培養上清カラム通過貯留液を採取し， pH 
4.3， conductivity 2000に調整後，その 100μlに， TSB 
100μlを添加し，計 200μlにMRSA菌液2X 105 cfu/ml 
(20μ1)を接種し， 24時間反応させた後，その 10μlを
SM加 TSA平板培地に塗布し， 24時間，培養後， TSA 
平板培地上の MRSAのコロニー数にて定量的に活性の
判定を行なった.
対照として， 2 %炭酸アンモニウム溶液(pH4.3)100 
μlと， TSB(pH 4.3)100μlの混合液，計 200μlを用い
た.
培養上清希釈系列の作成は， 0.01 M PBS(pH 4.3)を
用いて， X 2， X 4， X 8， X 16まで各希釈した溶液 100μl
に， TSB 100μlを各々添加した.対照の希釈系列も同様
に， 0.01 M PBS(pH 4.3)を用いて， X 2， X 4， X 8， X 16 
希釈まで各々希釈した溶液 100μlに， TSB 100μlを添
加した.各々の溶液に， MRSA菌液 2X 105 cfu/ml(20 
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)に対するB♂dobacteriumbreve 
の抗菌活性と活性物質の精製 (239) 
μ1)を接種し，3TCにて 24時間反応させ，その 10μlを









清を TAIYO thermo mind巴rmini-80匡温漕にて加温
し， 420C以上になった時点で生す*る白濁物質を，あらか






30 cmのカラム内に， p日4.3に調整した 0.01M PBSで
平衡化した陰イオン交換体 DEAESephadex A-25(フ
アノレマシア社〉を充填し， 6の 3)の方法にて得られた培
養上清 20mlを 200mlの0.01M PBS(pH 4.3)で希釈
した後，このカラムを通過させて，吸着させ， 150 mlの

























これらを集め， rotary evaporator iとて濃縮し完全に乾
燥して炭酸アンモニウムを完全に除去した後， 5mlの蒸
留水に溶解，上記の方法で trypticsoy soft agar (以下
TSSA)内に添加して活性を検索した.
7.抗 MRSA物質の成分検索法
1) HITACHI U-3210 sp巴ctrophotometerにて，
B. bre've培養上清の吸光度スベグトラムを計測した.














TSSA(0.5 % agar)に乳糖 1%，硝酸ナトリウム 0.1
%を加え， autoclaveにて滅菌し， 500Cに保温しながら
各々4.5mlずつ試験管に分注した.その l木に， crude 
なB.breveの培養上清 0.5mlを添加し計 5mlとし，よ
く振渥した後， MRSA 1x lO' ctu/ml (20μ1)を接種した.
対照は，向上の TSSA4.5mlに， 0.5mlの0.01M PBS 
(pH 4.3)を添加し，同量の MRSAを接種した.希釈系列
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Fig. 2. The kinetics of anti-MRSA activity of B. brev巴
The plat巴 isdevided into upper sid巴 andlow巴rside， the upper half of 
each plate is demonstrating a decrease in the number of MRSA with 
time， in the bact巴rialsuspensions of living B. breve and the low巴rone 
is demonstrating the abs巴nceof the anti-MRSA activity of heat killed 
B. br巴ve
高吉 果

















b) B. b円eveの培養上清の pHについて
















































Time In incubalion (day) 
Fig. 3目 pI-Ichang巴 ofthe cultur巴 supernatantsof B目
breve. At the starting time it was 7.0， but 
after day 1， itwas r巴ducedto 5.5， and after 
day 2， it was r巴ducedto 4.0， then it remained 
stable. 









MethicilIin Resistant StaPhylococcus aurezω(MRSA)に対するB♂dobacteriumbreve 
の抗菌活性と活性物質の精製 (241) 
種々の pHにおける抗 MRSA活性は，培養法 3の1) 法1)-4)の培養上清および各々の希釈系列の抗菌活
のB.breve培養上清(pH4.3 adjusted)で、は培養 1日後 性の結果は， x1では，1)-3)の培養上清に活性が認
から B.breve生菌液中の MRSAはコロニーの形成は認 められたが，4)には活性は認められなかった.希釈系列
められなくなった.対照、液中(pH4.3)のMRSAは，培養 では，1)はx4まで活性が認められたが， 2)はx1の
2日後からコロニーの形成は，認められなくなった.し み， 3)はx2までであり，1)の活性が最も強かった
かし， pH 7.0に調整した B.breve培養上清および対照 (Tab!e 3). 
液中では， MRSAは増殖した.つまり，対照液中(pH 2.抗 MRSA物質の精製について





B. breveの培養上清中(pH4.3)では，培養 1日後か x4まで活性が認められ，透析内液は， x2まで活性が認
ら， MRSAはコロニーの形成が認められなくなった.対 められたが， x4では活性は認められず，透析外液の活性
照液中(pH4のでは， MRSAは増殖した(Tab!e2). の方が強かった.しかし，透析前の活性(Tab!e3)に比較
e)培養法による差異 し，活性の上昇は認められなかった(Tab!e4). 
B. breveの培養上清中の抗 MRSA物質を得るための 2)加温時出現する白濁物質の除去
最良の条件を検索するため，種々の培養法にて，B. breve 同様にB.breveの培養法1)による培養上清について，
の培養上清を採取し， MRSAは，②の株を用いた.培養 この培養上清の加温時出現する白濁物質と残存上清につ
Tab!e l. The Anti-MRSA activity of the cu1ture 
supernatant of B. breve at severa! pH 
Supernatant of 
controls 
living B. breve 
Tirne 
pH4.3 pH7.0 
。OlMPBS O.OlM PBS 
(Day) pH4.3 pH7.0 
Tirn巴 O 十 + + 十
Day 1 十十十 十 十十十
Day 2 十十+十 十十十十
Tab!e 2. The Anti-bact巴ria!activity、ofth巴 cu!ture
supernatant of B. br巴veto MRSA which is 































Tab!e 3. The Anti-MRSA activity of the cuIture supernatants of B. breve which 
cu!tured by severa! methods， and the activity of each dilution CTime 24) 
control ①O.01MPBS ②LOGOSA medium ③10% skirn rnilk ④crushed by ultrasonic waves 
Xl 十 十
X2 + ++ 
X4 十十 十十 十十
X8 + +十 十 +十
x16 十 十十 十 十十


















Table 4. Th巴 anti-MRSAactivity of outer and inner 
fluids of dialized B. br巴ve sup巴rnatant
(Time 24) 
井(242) 
Table 5. The anti-MRSA activity of th巴 sediment
appearing upper 42'C and its residue super 
natant. The activity was seen in both， but 
th巴 activityof the residu巴 supernatantwas 

























Table 6. The activity of the pooling solutions which passed through the 
column. Th巴activitywas seen in the C solution which was巴lut巴dby 
2% ammonium carbonate 
C 







































































..申ζ 三一一一一丁 一「一ー一一一寸一一 一一「
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1・20 21 22 23 24 25 26 27 2・29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 
fraction (No.) 
Fig. 4. The absorbance at 260nm of each fraction eluted by ammonium carbonate 
Two p巴aksof absorption were seen. The activity was seen in the second p巴ak




















Wave length ( nm ) 
Fig. 5. The absorption spectrum of culture sup巴rnatantof B. breve exhibits a 
broad band in the 260~270nm region， and an intense band around 200 
nm 
300.0 250.0 200.0 
Fig. 6. The activity of purified supernatant of B. brev巴目












Fig. 7. Th巴 nasalmucosa of a guinea pig which was 








ある. Lactobacillus属からは， Lactocidin131， Acido-
philucin A14)， Acidolin1'l， Lactolin161， Lactocin17)18)な
どの抗菌性物質が産生されることが報告されている.ま






















通常，臨床材料から検出される MRSAは， pH 4.3の
条件では長く生存できない株が多い.このような株を使























% skim milk にて 5%の菌を 96時間培養している.そ
こで，我々も，この方法で B.breveを 72時間培養し，培
養上清を採取したが， 0.01 M PBS内にて B.breveを 72
時間培養した培養上清の活性の方が，より強力であった.
これらの結果から， この菌の場合，活性物質を得るのに
最適な方法および培養時間は， 0.01 M PBS内にて
B. breveを 72時間，培養するのが良いと考えられた.





られていない.また， Susan23)の報告した LactacinB 
は， 100'C， 60分でも耐熱性であったと報告している本
Methicillin Resistant St.ゅhylococcusaureus (MRSA)に対するBifidobacteriumbreve 
の抗菌活性と活性物質の精製 (245) 
邦では，戸羽ら14)は， Acidophi1ucin Aについて， 50'C10 ている叫が，現在検索している抗 MRSA物質は， pH4.5 
分間の加熱には安定だが 70'C10分間の加熱で失活する 以上では，活性は認められない.そこで， TSSA(pH7.0) 
と報告している.今回の報告で認められた抗 MRSA物 内に 1%乳糖を加えると， TSSA全体の pHを下げず
質も同様に耐熱性で，耐冷性であり， 60'C， 30分間， に，接種された MRSAが菌周囲の乳糖を分解すること
100'C， 10分間， 4'Cおよび-30'Cにて 2カ月以上経過し により， MRSA周囲のみ pHを下げ，活性が発揮される
ても活性の低下は認められなかった. のではないか，と考えられた.まず， crudeなB.breve培
また，活性の認められなかった B.breveの菌体を培養 養上清を TSSAに添加した場合，活性は認められなかっ
せずに超音波にて破砕し得られた，菌体内成分を含む溶 たが，イオン交換クロマトグラフィーにて精製された活
液中にも， 42'C以上にて白濁が出現し，冷却時溶解する， 性物質を含む溶液を同量添加すると， TSSA全体の pI-I
という可逆性物質が観察された.そこで，この物質と活 は下げずに， MRSAのコロニーの形成障害を認めること
性には直接の関連性は少ない，と思われた.また，この ができた.この結果をワンステップとして臨床応用の可













が認められたことより，この抗 MRSA物質は，透析膜の 1. B. breveとMRSAの混合培養で MRSAのコロニ
聞をぎりぎりに通過する分子量(約 8000前後〉のもの，と ー形成の発育阻止を認めた.
考えられ，透析することにより，一部は透析膜の聞に挟 2. B. breve培養上清中に pHの作用以外に抗 MRSA
まれて損失し，活性の上昇が認められなかったのだろう， 活性物質の存在が認められた.
と考えられた.そこで，透析以外にイオン交換クロマト 3 活性物質は，開始 bufferを酸性にして conductiv日
グラフィーによる精製を試み， pH4.3， O.OlMPBSに ityを下げることにより，陰イオン交換体に吸着され， 2 
て平衡化した DEAESephad巴xA-25を使用することで %炭酸アンモニウム溶液にて溶出された.
活性物質の精製に成功し，活性の上昇を認めた 4.抗 MRSA活性は， pH 4.5以下の酸性状態でのみ
活性物質の成分の検索について，吸光度スペクトラム 発揮された.
にて， 200 nm付近に大きなピークがあり， 260-270 nm 5 成分検索法の結果から，活性物質は分子量約 8000
にもピークが認められた.このことから，この物質は芳 で，ヌクレオチッドを多く含むと考えられた.
呑族を含んでおり， Orcinol法陽性という結呆からも，ヌ 6.臨床応用について，精製後の活性物質を用いると








物質は分子量約 8000と考えられるため，現時点では，こ 頂いた兵 行和非常勤講師，本学細菌学教室喜多英二助
の上清を直接点鼻しても分子量の点からは効果は認めら 教授，耳鼻咽喉科学教室ならびに水野文子先生，奥大
れないと考えられた.次に試験管内にて invivo様の状 介先生を始め，細菌学教室の諸先生方に感謝の意を表し
態として， TSSA(O目5% agarpH 7.0)を作成した.一般 ます.
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